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B1－B cells are the main antigen presenting cellsin CpG－
Oligodeoxynucleotides－Stimulatedperitonealexudatecells
（q）G－01igodeoxynucleotides刺激された腹腔浸出細胞において主な抗原
提示細胞はBl－B細胞である）
〔目的〕樹状細胞やマクロファージ（M◎）と言われる抗原提示細胞凪PC）は、抗原特異的な細
胞性免疫や体液性免疫を制御するhelperT細胞を活性化すると言われている。一方、腹腔浸
出細胞（PEC）も以前よりM中として扱われてきた。しかし、PECを詳細に解析すると、
M◎だけでなく　B1－B細胞もかなりの割合で存在することが明らかとなった。刺激の種類に
よりAPCの特性に違いが出る事実が以前より指摘されており、今回我々はPECの主な構成
をなすM中、B1－B細胞について以下の2種の刺激を用いて比較検討を行った。ひとつは感
染微生物からの刺激としてCpG－01igodeoxynucleotides（CpG－ODN）、もうひとつはT細胞に
よる活性化を想定して刺激性抗CD40抗体（αCD40Ab）を用いた。
〔方法〕FemaleC3HICaN，BALBIc，C57BLl6mice（8－12過）のPECを実験に用いた。1）pEC
の主要構成細胞であるM申、Bl車B細胞の表現型を調べるためCDllb（Mac－1）の発現畳によ
りフローサイトメター（FACS）でsoning L、表現型（lgM，CD5，F4180etc）をFACSを用いて
検討した。また、蛍光マイクロビーズを用いて各々の細胞の会食能を検討した。2）T細胞
の括性化には、T細胞レセプターがAPC上のペプチド抗原MHC分子複合体と結合すること、
及び抗原提示細胞からの補助刺激シグナルが必要である。そこでB1－B細胞とM中をCpG－
ODNかαCD40Abで24時間刺激し、APCの補助刺激分子であるCD86やMHC cIassⅡの
発現の時間経過をFACSを用いて検討した。また、HEL蛋白と24時間共培養し、HEL－PePtide
が結合したMHC classⅡの発現をFACSを用いて検討した。3）次にB1－B細胞とM中を
CpG－ODNもしくはαCD40Abで刺激後0－6時間、21－27時間で上清回収し、免疫賦括作用
のあるlL－12p40と免疫抑制作用のあるIL－10をELLSAで検討した。4）h7Vitrt）での抗原特
異的なhelperT細胞活性化能をみるため、CpG－ODN刺激で活性化されたB1－B細胞とM中
を種々の濃度のOWA，PePtide、OVA，SPeCificTCRtransgenicmiceのT細胞と共時毒し、3H－
thymidineによるT細胞増殖反応試験にて検討した。
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2干宇
程度でタイプ等で印字すること。
2．※印の欄には記入しないこと。
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〔結果〕1）FACSscan上相対的にfbn帽rd－SCatter（FSC）が高くside－Scatter（SSC）が低い集
団は、CDllbJow，Surbce－lgMhigh，CD5positiveの表現型によりB1－B細胞と考えられた。
また、相対的にSSCの高い集団は、CDllbhigh，F4180positiveなどの表現型よりM中と考
えられた。さらに、貪食能についてはSSCの高いほうが強く、この集団がM中であること
が確認された。2）CD86発現はB1－B細胞ではCpG－ODN刺激にて増強するが、M中では
CpG－ODN刺激に依存しない増強を認めた。また、MHC classⅡの発現もB1－B細胞では
CpG－ODN刺激にて増強するが、M中では刺激に関係なくほとんど認められなかった。HEL＿
PePtideが結合したMHC－CIassⅡの発現でも同様であった。以上のことより、Bl－B細胞は
heLperT細胞悟性化能を有する可能性が示唆された。一方、M中は補助刺激分子であるCD86
は発現するがMHC抗原ペプチド複合体の出現がほとんど認められなく、T細胞活性化能を
ほとんど有きないことが示唆された。3）免疫賦括作用のある題L12p40と免疫抑制作用のあ
るlLlOの産生童を見てみると、B1－B細胞ではαCD40Ab刺激に比べてCpG－ODN刺激の
ほうが多量のIL－10産生を認めた。一方IL12p40ではどちらの刺激ででも産生量が増加し
た。M中では刺激に無関係にIL－12p40，lL－10産生が0－6時間で認められた。また、CpG－ODN
刺激されたM申のみにおいてIL12p40産生が遷延した。以上のことより、CpG－ODN刺激
に依存してM中は主にIL12を産生し、B1－B細胞は主にIL－10を産生することが示唆された。
4）0肌peptide濃度依存性の抗原特異的なhelperT細胞の増殖は、M中よりもBl－B細胞
をAPCとした方がより強く誘導された。以上より、日1－B細胞は免疫抑制性サイトカイン産
生するにもかかわらず、PECでの主要な抗原提示細胞であることが京唆された。
〔考察〕長い間T細胞反応を引き起こすAPCとして、PECは腹腔M◎と考えられてきた。
しかし、いまだにPECのどの細胞がAPC　として働いているか不明である。我々は、PEC
の20－30％構成するにもかかわらずいままでAPCとしての機能がはっきりしていないBl＿B
細胞と約40％構成するM中を単離して、CpG－ODN刺激後のAPCとしての機能を比較検討
した。B1－B細胞は、CpG－ODN刺激にてCD86、MHC－ClassⅡ発現の増強が認められた。さ
らに、蛋白を取り込みpeptideにしてMHC－ClassⅡ分子とともに抗原特異的なhe］perT細胞
への抗原提示が可能であった。ところで、多量のIL－10存在下でCD4T細胞が免疫抑制的に
働くTト1細胞へ分化するとの報告があり、CpG－ODN刺激されたB1－B細胞でも抗原特異的
なTト1細胞を誘導可能と考えられる。今後検討する必要がある。
M中のCD86の発現やサイトカイン産生は、Platingによる機械的刺激の影響を強く受けた。
また、M馴まB1－B細胞と比較して貪食能が強くlL12産生量も多いが、ほとんど抗原提示
がおこなわれなかった。このことより、腹腔M馴ま比較的大きな抗原を消化し、メカニズム
はわからないがそれをB1－B細胞に輸送することとlL12の供給により、間接的に抗原提示
に関与している可能性も考えられた。
以上のことよりPECにおけるCpG－ODN刺激による主なAPCはB1－B細胞であることが
示唆された。APCはいろいろな免疫反応（自己免疫、アレルギーなど）を制御する可能性があ
り、今後抗原依存性の免疫反応を理解するためにいろいろなAPCを解析する必要がある。
〔結語〕CpG－ODN刺激されたPECではB1－B細胞が主な抗原提示細胞であることが考えら
れた。
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（学位論文審査の結果の要旨）
腹腔浸出細胞（PEC）は以前より抗原提示細胞の1つであるマク
ロファージとして扱われており、詳細な研究は少なかった。本研
究では、PEC，の約40％をなすマクロファージと約25％をなす
Bl－B細胞を単離して、CpG－ODN（01igodeoxynucleotides）と
抗CD40抗体の刺激によって誘発される抗原提示特性の違いにつ
いて検討した。
その結果、1）マクロフア⊥ジではhelperT細胞活性化能をほ
とんど有しないに対し、Bl－B細胞はhelper T細胞活性化能を有
．すること、2）マクロファージは主に免疫賦括作用のあるIL－12
を産生するのに対し、Bl－B細胞はCpG－ODN刺激に依存して主
．に免疫抑制作用のあるILrlOを産生することがわかった。以上の
ことより、BトB細胞は免疫抑制性サイトカイン畢生するにもか
かわらず、PECでの主要な抗原提示細胞はマクロファージではな
く、Bl－B細胞であることを明らかにした。
これらの研究成果は、PECの抗原提示細胞について重要な知見
を与えたものであり、博士（医学）の学位論文に値するものであ
ー
る。
（平成′′7年ユ月／王へ日）
